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RESUMEN

El jengibre (Zingiber officinale Roscoe), se propaga tradicionalmente por medio de rizomas y se
pueden transmitir enfermedades que disminuyen la produccién. La propagacion in vitro permite
obtener semilla sana, en volimenes elevados y en un menor tiempo. Este trabajo persiguio
como objetivo presentar un protocolo para la propagacion in vitro de Z. officinale via
organogénesis. Se incluyen procedimientos para el establecimiento in vitro a partir de yemas
axilares de rizomas primarios de plantas cultivadas en casa de cultivo. Ademas, su multiplicacion
in vitro y la plantacién en la fase de aclimatizacién ex vitro con altos porcentajes de
supervivencia.
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Protocol for in vitro propagation of Zingiber officinale Roscoe via
organogenesis

ABSTRACT

Ginger (Zingiber officinale Roscoe) is traditionally propagated by rhizomes and can carry
diseases that decrease production. In vitro propagation allows healthy seed to be
obtained, in high volumes and in less time. The objective of this work was to present a
protocol for the in vitro propagation of Z. officinale via organogenesis. Procedures for
in vitro establishment from axillary buds of primary rhizomes of field-grown plants are
included. In addition, the in vitro multiplication and planting in the ex vitro acclimatization
phase with high survival rates.
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INTRODUCCION

El jengibre (Zingiber officinale Roscoe),
pertenece a la familia Zingiberacea. Es una
planta herbacea perenne con un rizoma
subterraneo fibroso con varios nudos. Su piel
es color café claro y la pulpa blanco-crema
muy aromatica. Su sabor es picante, posee
falsos tallos aéreos de entre 60-90 cm de
altura, con hojas alternas lineales de hasta
20 cm de longitud, flores en inflorescencias
apretadas, basales en el extremo de cortos
escapos (Zahid et al., 2021).

El jengibre pertenece al grupo de las
primeras especias orientales. Procede de
Asia tropical, concretamente de la India
y China. Se utiliza ampliamente como
especia en alimentos y bebidas en la
mayoria de los paises asiaticos (Sharmay
Singh, 1997). Como planta medicinal se
emplea en problemas digestivos y como
antiinflamatorio. Se usa en quimio
prevencion, en cancer colorectal, tiene
ademas actividad anticancerigena en
metastasis y para el tratamiento del cancer
pancreatico (Zahid et al., 2021).
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Se propaga tradicionalmente por medio de
rizomas, lo que constituye un problema,
porque se pueden diseminar nematodos y
algunas enfermedades que disminuyen
considerablemente la producciéon. De ahi la
necesidad de su propagacion in vitro, pues
asi se aseguraria la obtencion de semilla sana,
en grandes cantidades y en un menor tiempo
(Mosie, 2019).

La propagacion in vitro se ha reconocido desde
hace mucho tiempo como un medio eficaz para
la multiplicacién clonal rapida y la
conservacion de variedades y cultivares. El
cultivo in vitro es el mejor método como
fuente continua de suministro de material
vegetal de plantacion libre de enfermedades
para uso comercial. Teniendo en cuenta la
utilidad, los diversos métodos de
propagacion, incluido el método eficaz y
rentable de multiplicacién in vitro, son
también esenciales para la mejora genética
del jengibre (Nirmal et al., 2016).

El presente trabajo tuvo como objetivo
presentar un protocolo para la propagaciéon
in vitro de jengibre.

PROCEDIMIENTOS

I. Establecimiento in vitro de Z. officinale
Materiales

Material vegetal

Rizomas primarios de plantas cultivadas
durante 10 meses en casa de cultivo,
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cosechados después que las plantas
comenzaron a tener sus hojas de color
amarillo y con mas de tres dias sin riego.
Los rizomas deben presentar un adecuado
desarrollo con masa fresca entre 400-500 g,
sin sintomas de enfermedades, ni presencia
de plagas, ni dafios mecéanicos por insectos,
ni sintomas de pudriciones secas (Figura 1
A). Después de la cosecha se les asperja
una solucién de acido giberélico (1 mg I't)
para estimular el inicio de la brotacién de
las yemas (Figura 1 B).

Medio de cultivo

Sales Murashige y Skoog (1962) (MS) al
100% de su concentracion, tiamina 1 mg I-1,
mio-inositol 100 mg -1, 6-
bencilaminopurina (6 BAP) 2 mg I-%, 4cido
naftalen-acético (ANA) 0.1 mg I,
sacarosa 30 g It y pH ajustado a 5.8
con NaOH 0.5 N y/o HCI 0.5 N antes
de la esterilizacion en autoclave. Estado
fisico del medio de cultivo semisélido con
agar E (BIOCEN, Cuba) 6 g I’. Nota:
También se puede emplear medio de cultivo
liquido.

Otros materiales

* Agua corriente

* Agua desionizada estéril

* Cepillos de lavar

* Detergente comercial

* Tween 20

* Hipoclorito de sodio

* Papel de filtro

* Frasco plastico de 500 ml de volumen total
* Tubos de cultivo de 150 x 22 mm

Figura 1. Rizomas de jengibre (Zingiber officinale Roscoe). (A) Seleccionados de plantas
cultivadas en casa de cultivo (B) Rizomas con las yemas con inicio de la brotacion.
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Equipo e instrumental

* Bisturies

* Pinzas

¢ Agitador orbital

* Vasos de precipitado de 500 ml
* Cabina de flujo laminar

* Esterilizador eléctrico

Precauciones y medidas de seguridad

Para todo el trabajo en cabina de flujo
laminar debe emplearse vestuario, protector
de cabello y tapaboca limpios y de uso
exclusivo para esa area. Las manos deben
protegerse con guantes. Las pinzas y
bisturies después de colocadas en el
esterilizador eléctrico alcanzan altas
temperaturas y existe riesgo de quemadura.
Evitar el contacto de la piel y la inhalacion
de vapores de las soluciones de hipoclorito
de sodio que pueden causar quemaduras e
irritacion, respectivamente.

Procedimiento

- Seleccionar rizomas con yemas brotadas
con una longitud aproximada entre 1.0-1.5
cm. Estos se trasladan al laboratorio donde
se les elimina todo residuo de suelo. Para
ello se utiliza un cepillo de cerdas suaves y
se lavan con detergente comercial (2 g I'!).
Posteriormente, se realizan varios lavados
y los rizomas se trasladan al area aséptica
para continuar con el proceso de
desinfeccion.

- Cortar las yemas por la parte mas cercana
al rizoma. Garantizar que tengan un diametro
mayor de 1.0 cm.

Desinfeccion

- En la cabina de flujo laminar colocar las
yemas cortadas en recipientes de 500 ml de
volumen total con tapa, con una solucién de
hipoclorito de sodio al 2% (v/v) con una gota
de Tween 20.

- Colocar en un agitador orbital a 110 -130
rpm durante 20 minutos. Nota: Se deben
colocar 10 yemas por recipiente de 500 ml de
capacidad.

Después de la desinfecciéon con hipoclorito
de sodio, realizar tres enjuagues en la cabina
de flujo laminar, con agua desionizada estéril.
Una vez realizada la desinfeccion de las
yemas se deben seguir los siguientes pasos
para el establecimiento in vitro de los
explantes.
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- Reducir el tamafio de la yema a 5 mm de
diametro en la base. Nota: En este
procedimiento, se deben eliminar las capas
externas, con ayuda de pinzas y bisturies,
porque en esa zona existe mas dafo del
desinfectante.

- Introducir los explantes en los tubos de
cultivo con 10 ml de medio de cultivo de
establecimiento en estado semisolido. Estos
debidamente tapados e identificados, deben
ser colocados en gradillas en forma vertical
y posteriormente ubicados en estantes en
camaras de crecimiento con luz solar, a
26+2 ©C, hasta que las yemas broten y el
brote alcance un tamafio aproximado de 2.0
a 2.5 cm a los 28-30 dias de cultivo.

Nota: Si se utilizara medio de cultivo liquido
se requiere ubicar un soporte de papel de
filtro en forma de M, cuya base debe coincidir
con el nivel que alcanza el medio de cultivo
dentro del tubo de cultivo.

1. Multiplicacion y Enraizamiento in
vitro de jengibre

Material vegetal

Brotes in vitro con una longitud de 2.0-2.5
cm, procedentes de la fase de
establecimiento in vitro. Estos deben tener
de dos a tres hojas y una coloracion verde.

Medio de cultivo

- Sales MS al 100%, tiamina 1 mg I*, mio-
inositol 100 mg I%, 6-bencilaminopurina (6-
BAP) 3 mg I%, 4cido naftalen-acético (ANA)
1 mg I, sacarosa 30 g I!, caseina
hidrolizada 100 mg It y agar E (BIOCEN,
Cuba) 6 g I't. Al medio de cultivo se le ajusta
el pH a 5.8 con NaOH 0.1 M y HCI 0.1 M.
Emplear recipientes de plastico de 500 ml
de capacidad total con 60 ml de medio de
cultivo. Nota: La esterilizacion puede
realizarse en autoclave o por método
quimico con la adicién de Vitrofural® (114
mg |') posterior a su elaboraciéon y antes
de ser vertido en los frascos de cultivo que
se desinfectan previamente con hipoclorito
de sodio al 0.5%.

Nota: La consistencia del medio de cultivo
debe permitir la asimilacion de los
componentes por parte del explante o tejido.
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No se debe partir cuando se colocan los
explantes y tampoco ser tan blando que
provoque que penetren demasiado lo cual
puede provocar asfixia.

Otros materiales
* Frascos de cultivo plasticos de 500 ml de
volumen total

Equipo e instrumental

* Bisturies

* Pinzas

* Cabina de flujo laminar
* Esterilizador eléctrico

Procedimientos

Antes de proceder a transferir los brotes
in vitro para el subcultivo, debe realizarse
una revision para detectar posible
contaminacién microbiana en cada frasco
de cultivo. En caso de observar crecimiento
microbiano o turbidez en el medio de
cultivo y pobre crecimiento de los
explantes eliminarlos del proceso.

En este cultivo las fases Il y Ill de la
propagacion in vitro ocurren en un mismo
medio de cultivo, lo que permite que el
proceso se acorte en tiempo. Esta
segunda fase consiste en el estimulo de
los brotes in vitro preformados para su
multiplicacion.
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Precauciones y medidas de seguridad

Para todo el trabajo en cabina de flujo laminar
debe emplearse vestuario, protector de cabello
y tapaboca limpios y de uso exclusivo para
esa area. Las manos deben protegerse con
guantes. Las pinzas y bisturies después de
colocadas en el esterilizador eléctrico
alcanzan altas temperaturas y existe riesgo
de quemadura. Evitar el contacto de la piel.

Manejo de los explantes en la fase de
multiplicacion-enraizamiento

- Todas las plantas se individualizan del
explante principal con la ayuda de pinzas
y bisturies (Figura 2), posteriormente se
decapitan y se cortan las raices. Nota: El
coeficiente de multiplicacion aumenta con
el nimero de subcultivos.

- Se deben colocar explantes en los
frascos de cultivo con una relacion de 6
ml de medio de cultivo por explante. Por
ejemplo, en un frasco de cultivo de 500
ml de capacidad total y diametro de 7-9
cm se le afladen 60 ml de medio de cultivo
y se colocan 10 explantes.

- Se individualizan los brotes mayores de
2.5 cm y se colocan en los frascos de
cultivo teniendo en cuenta la altura
(mantener homogeneidad por frasco).

Figura 2. Plantas in vitro de jengibre (Zingiber officinale Roscoe) en el proceso de subcultivo.
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- Los subcultivos se realizan cada 28-30
dias. Se pueden realizar varios subcultivos
de multiplicacién segun los intereses de
los propagadores.

- Los frascos se colocaran en camaras de
luz solar a 26-28 °C.

I111. Aclimatizacién ex vitro
Material vegetal

Plantas in vitro con una alturade 3.0cm y
mas, con buen sistema radical, procedentes
de la fase de multiplicacion-enraizamiento.
Estas deben tener de tres a cuatro hojas
abiertas y una coloracioén verde.

Otros materiales
e Sustrato
e Agua corriente
e Bandejas de cultivo (pueden ser de
plastico
de 28 alvéolos)

Equipos e instrumental
* Sistema de riego por aspersion

Precauciones y medidas de seguridad

El sustrato a utilizar debe estar libre de
semillas de plantas de otras especies y
de organismos dafiinos como pueden ser
nematodos, bacterias y hongos patégenos
para la planta. Se debe emplear guantes.
Lavarse bien las manos al concluir el
trabajo.

Procedimiento

- El periodo desde la extraccion in vitro a
la plantacion en la fase de aclimatizacion
debe ser inmediato.

- Extraer cuidadosamente las plantas in
vitro y lavar las raices con agua corriente
para eliminar los restos de agar.

- Clasificar las plantas por altura en
bandejas que contengan agua corriente
que cubra solo el fondo. Nota: nunca
deben colocarse las plantas in vitro
después de extraidas del frasco de cultivo
en lugares climatizados, ya que la baja
humedad relativa produce la desecacidn
de las hojas y causa severas afectaciones
al tejido foliar.

- Llenar las bandejas (con el sustrato) (Ej.
polipropileno negras de 28 alvéolos con
una capacidad de 200 cm?® cada uno). El
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sustrato debe estar constituido por los
materiales humus de lombriz (85%) y
zeolita (15%). Se puede sustituir el humus
de lombriz por otro sustrato organico en
proporcion similar del 85%. Por ejemplo:
residuos agricolas compostados con mas
de 6 meses en descomposicion que deben
poseer el certificado de sanidad, una
adecuada condicion fisica que permita el
intercambio de aire, con contenido de
materia organica inerte entre 60% - 80%
y buena capacidad para retenciéon de
agua.

- Regar el sustrato con agua corriente
hasta que se encuentre bien humedecido.
- Plantar en bandejas de cultivo.

- Colocar las plantas en el sustrato y
asegurarse de que el sistema radical quede
completamente introducido.

- El riego se realizara en dias alternos una
vez al dia durante 5 minutos los primeros
10-15 dias y posteriormente un riego diario
durante 5 minutos hasta los 55-60 dias,
momento de transferirlas a condiciones de
vivero.

- Las bandejas se colocaran en casa de
cultivo con regulaciéon de la luz solar a un
50% con el empleo de una malla de sombra
de color negro. Después de un periodo
entre 20-25 dias de iniciada la fase, se
eliminara la malla de sombra.

- A los 60 dias de cultivo las plantas
estaran listas para llevarse a campo con
las siguientes caracteristicas: altura
superior a 15 cm (desde la base hasta el
punto de insercién de la ultima hoja
completamente desarrollada). Mas de
cinco hojas abiertas. Diametro del tallo >4
mm. No presentar dafios por plagas y
enfermedades. Coloracion del follaje tipica
de la especie. Sistema radical bien
desarrollado (méas de tres raices por
planta).

El empleo de rizomas de plantas de jengibre
obtenidos en casa de cultivo (Figura 3 A),
el proceso de desinfeccion (Figura 3 B) y el
uso de medio de cultivo semisdlido o liquido
(Figura C) garantizan que en la propagacion
in vitro via organogénesis los porcentajes
de contaminacién microbiana esten por
debajo del 5.0%, se logre la multiplicaciéon
de las plantas (Figura 3 D) con emision de
raices en el mismo medio de cultivo y una
aclimatizacion (Figura 3 E) que permite su
plantacion en campo.
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Figura 3. Propagacion in vitro de jengibre (Zingiber officinale Roscoe). A, Rizomas con las
yemas brotadas para ser cortadas. B, Yemas en recipiente plastico de 500 ml de volumen total
para la desinfeccion en agitador orbital. C, Yemas en el medio de cultivo de establecimiento
semisolido y liquido. D, Explantes de jengibre en fase de multiplicacién-enraizamiento. E,
Plantas en casa de cultivo a los 60 dias de la plantacion.

CONCLUSIONES

La propagacion in vitro de jengibre a partir de
rizomas de plantas cultivadas en casa de cultivo
puede efectuarse por el procedimiento descrito
y se obtienen plantas in vitro con alta calidad
para su posterior plantacion en campo.
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